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Resumo 
O etanol é um dos compostos químicos que está relacionado com alterações no perfil 
aromático de bebidas alcoólicas. Apesar da sua elevada solubilidade em água, o etanol confere 
um certo caráter hidrofóbico interferindo com a volatilidade dos compostos responsáveis pelo 
aroma e sabor dessas bebidas. Assim, a extração de compostos voláteis ou semi-voláteis para 
análise química pode ser influenciada pela presença do etanol, sobretudo acima de determinadas 
quantidades.  
Os compostos voláteis e semi-voláteis estudados neste trabalho podem afetar a qualidade de 
bebidas alcoólicas já que contribuem para o sabor global das bebidas e estão relacionados com o 
envelhecimento e estabilidade da cor. Os compostos -dicarbonílicos devido ao intenso aroma 
amanteigado podem ser desagradáveis em diversos alimentos e bebidas. O metilglioxal para além 
de ser desagradável em bebidas é um composto altamente reativo, destrói o ADN, mata bactérias 
e inibe a síntese proteica. Os aldeídos também afetam as características sensoriais das bebidas 
podendo ser um indicador de deterioração das mesmas ou até um indicador de contaminação 
durante o processo de fermentação, sendo importante conhecer melhor a influência destes 
compostos em bebidas e alimentos. 
Neste trabalho pretendeu-se estudar a influência de alguns parâmetros utilizados na extração 
desse tipo de compostos e relacioná-los com a presença do etanol e de outros álcoois, como o 
metanol e o 1-propanol, em solução. Foi utilizada a microextração por difusão gasosa (GDME) 
para a extração de compostos -dicarbonílicos e aldeídos. O GDME é um processo 
experimentalmente simples, rápido, versátil e de baixo custo, que permite o uso de membranas 
facilmente descartáveis; é reprodutível e tem boa precisão. Esta técnica baseia-se na difusão 
gasosa de compostos voláteis e semi-voláteis através de uma membrana hidrofóbica e na recolha 
numa solução recetora. Esta solução pode conter um agente derivatizante com o intuito de 
modificar quimicamente os compostos para serem analisados por HPLC-UV. Os agentes 
derivatizantes utilizados no trabalho foram: a o-fenilenodiamina que reage com os compostos -
dicarbonílicos originando as respetivas quinoxalinas e a 2,4-dinitrofenilhidrazina que reage com os 
aldeídos dando origem às respetivas 2,4-dinitrofenilhidrazonas. 
O processo por GDME pode ser ajustado e otimizado para o tipo de compostos que se 
pretende analisar. Alguns dos parâmetros relativos ao processo de extração estudados foram a 
temperatura de extração, tempo de extração, teor alcoólico, força iónica, agitação da amostra, 
agitação da solução de recolha, a presença do agente derivatizante no módulo extrator, a posição 
do módulo extrator e o tipo de membranas utilizadas. 
Após a otimização do processo de extração, desenvolveram-se metodologias analíticas para a 
 
 
V 
 
deteção e quantificação de alguns compostos (metilglioxal, diacetilo e 2,3-pentanodiona) em 
diferentes produtos alimentares e bebidas alcoólicas como, vinho do Porto, molho de soja, 
cachaça, cacau, vinho tinto e chá preto. 
 
Palavra-chave:  
Microextração por difusão gasosa (GDME), compostos -dicarbonílicos, metilglioxal, aldeídos, 2,4-
dinitrofenilhidrazina, o-fenilenodiamina, teor alcoólico.  
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Abstract 
Ethanol is a chemical compound that is related to changes in the flavor profile of alcoholic 
beverages. Despite its high solubility in water, ethanol gives a certain hydrophobic character to 
the solution interfering with the volatility of compounds responsible for the aroma and flavor of 
these beverages. Thus, the extraction of volatile and semi-volatile compounds for chemical 
analysis can be influenced by the presence of ethanol, especially above certain quantities. 
The volatile and semi-volatile compounds studied in this work can affect the quality of 
alcoholic beverages as they contribute to the overall flavor of the drinks and are related to aging 
and color stability. -dicarbonyl compounds due to their intense butter-like aroma can be 
unpleasant in many foods and beverages. Methylglyoxal in addition of being unpleasant in 
beverages is a highly reactive compound that destroys the DNA, kills bacteria and inhibits protein 
synthesis. Aldehydes also affect the sensorial characteristics of beverages and may be an indicator 
of deterioration or even an indicator of contamination during the fermentation process. It is 
important to understand the influence of these compounds in foods and beverages. 
This work aimed to study the influence of some parameters used in the extraction of such 
compounds and relate them to the presence of ethanol and other alcohols such as methanol and 
1-propanol in solution. We used the gas-diffusion microextraction (GDME) for the extraction of -
dicarbonyl compounds and aldehydes.  
GDME is a simple, rapid, versatile and inexpensive experimental procedure, which allows the 
use of readily disposable membranes; it is repeatable and has good accuracy. This technique is 
based on the gas-diffusion of volatile and semi-volatile compounds through a hydrophobic 
membrane and its collection in a receptor solution. This solution may contain a derivatizing 
reagent in order to chemically modify the compounds to be analyzed by HPLC-UV. The 
derivatizing agents used in the study were: o-phenylenediamine and 2,4-dinitrophenylhydrazine. 
The o-phenylenediamine reacts with the -dicarbonyl compounds to form the respective 
quinoxaline derivatives and 2,4-dinitrophenylhydrazine reacts with the aldehydes to produce the 
respective 2,4-dinitrophenylhydrazones. 
The GDME process can be adjusted and optimized depending on the type of compounds to be 
analyzed. Some of the parameters involved in the extraction process studied were: the extraction 
temperature, extraction time, alcohol content, and ionic strength, stirring of the sample, stirring 
of the receptor solution, the presence of the derivatizing agent in the extraction module, the 
extraction module position and type of membranes used. 
After the extraction process optimization, analytical methodologies for detection and 
quantification of compounds (methylglyoxal, diacetyl and 2,3-pentanedione) were developed to 
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apply in different foodstuffs and alcoholic beverages such as Port wine, soy sauce, “Cachaça”, 
cocoa, red wine and black tea. 
 
Keywords: 
Gas-diffusion microextraction (GDME), -dicarbonyl compounds, methylglyoxal, aldehydes, 2,4-
dinitrophenylhydrazine, o-phenylenediamine, alcohol content.  
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Resumé  
L'éthanol est l’un des composés chimique qui est lié à des changements du profil de saveur des  
boissons alcooliques. En dépit de sa grande solubilité à l'eau, l'éthanol confère un certain 
caractère hydrophobe à la solution, en interférant avec la volatilité des composés responsables 
par l'arôme et la saveur de ces boissons. Ainsi, l'extraction de composés volatils ou semi-volatile 
pour analyse chimique peut être influencée par la présence de l'éthanol, particulièrement au-
dessus de certaines quantités. 
Les composés volatils et semi-volatils étudiés dans ce travail peuvent affecter la qualité des 
boissons alcooliques car ils contribuent à leur  saveur et sont liés au vieillissement et la stabilité de 
sa couleur. Due à l’intense arôme au beurre, les composés -dicarbonylés peuvent être 
désagréables dans plusieurs aliments et boissons. Le méthylglyoxal, en plus d'être désagréable en 
certaines boissons, est un composé très réactif qui détruit l'ADN, qui tue les bactéries et inhibe la 
synthèse protéique. Les aldéhydes peuvent aussi affecter les caractéristiques sensorielles des 
boissons et être aussi un indicateur de détérioration des mêmes ou un indicateur de 
contamination pendant le processus de fermentation, comme ça est important de mieux 
comprendre l'influence de ces composés dans les boissons et les aliments. 
Ce travail visait à étudier l'influence de certains paramètres utilisés dans l'extraction de ces 
composés et les associer à la présence d'éthanol et d’autres alcools comme le méthanol et le 1-
propanol. On a utilisé la microextraction par diffusion gazeuse (GDME) pour l'extraction de -
dicarbonylés et d’aldéhydes. Le GDME est une procédure expérimental simple, rapide, polyvalent 
et peu coûteux, qui permet l'utilisation de membranes facilement jetables ; il estreproductible et 
a une bonne précision. Cette méthode est basée sur la diffusion gazeuse des composés volatils et 
semi-volatiles à travers d’une membrane hydrophobe et la collecte àune solution accepteur. Cette 
solution peut contenir un agent de dérivatisation afin de modifier chimiquement les composés à 
être analysés par HPLC-UV. Les agents de dérivatisation utilisés dans l'étude étaient les suivants: 
o-phénylènediamine qui réagit avec les -dicarbonylés pour forer les respectives quinoxalines 
respective et la 2,4-dinitrophénylhydrazine qui réagit avec les aldéhydes pour produire les 
respectives 2,4-dinitrophénylhydrazones.  
Le GDME peut être ajusté et optimisé en fonction du type de composés à analyser. Certains 
paramètres du processus d'extraction ont été étudiés: température d'extraction, temps 
d'extraction, teneur en alcool, la force ionique, agitation de l'échantillon, agitation de la solution 
accepteur, présence d'un agent de dérivatisation dans le module d'extraction, position du module 
d'extraction et membranes utilisées. 
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Après l'optimisation de l'extraction, on a développée des méthodes analytiques pour la 
détection et la quantification de certains composés (méthylglyoxal, le diacétyle et la 2,3-
pentanedione) dans différents produits alimentaires et boissons alcoolisées comme le vin du 
Porto, la sauce de soja,  »Cachaça», le cacao, le vin rouge et le thé noir.  
 
Mot-clé: 
Microextraction par diffusion gazeuse (GDME), -dicarbonylés, méthylglyoxal, aldéhydes, 2,4-
dinitrophénylhydrazine, o-phénylènediamine, teneur en alcool. 
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1. Compostos voláteis e semi-voláteis em bebidas alcoólicas  
De um ponto de vista analítico, o sabor da comida é resultado de todos os compostos químicos 
que têm ação sobre os sensores olfativos e papilas gustativas. Os compostos com mais influência 
no aroma de produtos alimentares são: álcoois, ésteres, éteres, cetonas, aldeídos, compostos 
heterocíclicos e derivados [1, 2].  
Os aldeídos e as cetonas, os compostos estudados neste trabalho, além do seu efeito nocivo à 
saúde, afetam as características sensoriais das bebidas. A formação destes compostos pode ter 
origem nas matérias-primas, na fermentação alcoólica, no envelhecimento das bebidas, através 
de reações de Maillard, de reações de condensação aldólica e outras reações químicas [3]. O tipo 
e concentração dos compostos voláteis e semi-voláteis pode influenciar positiva ou 
negativamente o aroma das bebidas, dependendo principalmente da sua concentração [4]. 
 
- Compostos -dicarbonílicos 
As dicetonas vicinais – diacetilo, 2,3-pentanodiona e 2,3-hexanodiona – e o metilglioxal têm 
um papel importante em alimentos e bebidas fermentadas, isto porque a sua incidência identifica 
a qualidade das bebidas e de produtos alimentares [5]. Estes compostos são importantes devido 
ao seu impacto sensorial, a possíveis efeitos microbiológicos e à reatividade com outros 
componentes presentes nas bebidas. São provenientes da fermentação maloláctica, processo que 
pode ocorrer depois ou durante a fermentação alcoólica [6-8].  
Na prática, estes compostos têm as mesmas características organoléticas, ou seja, conferem 
aos alimentos um intenso aroma amanteigado principalmente o diacetilo, tornando-se 
desagradável em cerveja mesmo a baixas concentrações [9, 10]. O diacetilo presente em vinhos 
em concentrações baixas dará um aroma de noz, tostado e de levedura, e em concentrações 
elevadas dará um aroma amanteigado que é associado com o carácter láctico [10, 11].  
O metilglioxal é um composto -dicarbonílico, também conhecido como piruvaldeído ou 2-
oxopropanal. É um composto altamente reativo e tóxico que, interage com o ADN, mata as 
bactérias e inibe a síntese proteica [12]. As modificações químicas das proteínas e do ADN causam 
estragos estruturais nas células e, eventualmente podem levar à deterioração de tecidos ou falha 
de órgãos [13].  
O metilglioxal é um produto intermediário da reação de Maillard. A sua formação é irreversível 
e ao modificar progressivamente as proteínas dá origem aos denominados, produtos de glicação 
avançados (AGEs). Os AGEs são conhecidos por contribuírem para o desenvolvimento de diabetes 
mellitus e correspondentes complicações. Promovem o stress oxidativo e provocam, 
irreversivelmente, alterações morfológicas e funcionais das mais diversas estruturas biológicas 
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[13, 14]. A diminuição dos níveis de metilglioxal no organismo proporciona uma abordagem útil 
para prevenir a formação de AGEs [15]. 
O metilglioxal em produtos alimentares é um importante percursor de aroma e cor [14]. Pode 
ser gerado a partir da autooxidação de açúcares e na degradação da fermentação microbiana e 
lipídica. Estes processos ocorrem em alimentos que contenham muitos carbohidratos, por 
exemplo, mel, café, óleos de peixe, óleos vegetais, vinagre, vinhos, aguardente, etc [16]. Devido à 
sua relação com a diabetes e com o aroma, este composto têm atraído especial atenção da 
comunidade científica. Na Tabela 1.1 estão listados os compostos -dicarbonílicos estudados 
neste trabalho e respetivas fórmulas de estrutura. 
 
Tabela 1.1: Lista de compostos -dicarbonílicos estudados e respetivas fórmulas estruturais. 
Compostos -dicarbonílicos Fórmula estrutural 
Metilglioxal 
 
Diacetilo 
 
2,3-penanodiona 
 
2,3-hexanodiona 
 
 
- Aldeídos 
O odor dos aldeídos com baixo peso molecular é desagradável, porém, à medida que se 
aumenta a cadeia carbonada, torna-se mais agradável. Os aldeídos são normalmente subprodutos 
do processo de fermentação e têm um papel importante no aroma característico das bebidas e 
alimentos fermentados. Os aldeídos podem ser formados também através da oxidação de álcoois, 
degradação oxidativa de Strecker de aminoácidos e durante o envelhecimento dos produtos 
alimentares. Os níveis destes compostos nalguns casos podem ser indicadores de deterioração ou 
contaminação [17, 18]. A presença de aldeídos em elevadas concentrações, em produtos 
alimentares e bebidas, causa um sabor “amílico” proveniente de uma fermentação inadequada. O 
estudo destes compostos é importante devido à conhecida toxicidade de alguns aldeídos como, 
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por exemplo, o formaldeído, acetaldeído, acroleína, entre outros [19]. Na Tabela 1.2 estão 
listados os aldeídos estudados e as respetivas fórmulas estruturais. 
 
Tabela 1.2: Lista de aldeídos estudados e respetivas fórmulas estruturais. 
Aldeídos Fórmula estrutural 
Formaldeído 
 
Acetaldeído 
 
Acroleína (2-propenal) 
 
Furfural 
 
Propanal 
 
Butanal 
 
trans-2-hexenal 
 
trans-2-heptenal 
 
trans-2-octenal 
 
trans-2-nonenal 
 
Nonanal 
 
trans-2-decenal 
 
Acetoína 
1
 
 
 
                                                          
1
 A acetoína é uma cetona. No entanto, por ser um composto abundante em bebidas e produtos alimentares e por 
reagir com a 2,4-dinitofenilhidrazina, foi incluída no grupo de aldeídos estudados ao longo do trabalho. 
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O formaldeído é considerado um composto cancerígeno e o acetaldeído um composto 
possivelmente cancerígeno, pela Agência Internacional de Pesquisas sobre o Cancro [20]. Sendo 
este último muito abundante em vinhos. No vinho tinto, concentrações elevadas de acetaldeído 
resultam num indesejável sabor a maçã; em vinhos brancos é responsável pelo característico 
cheiro a “madeira” [17]. É importante, por isso, conhecer as concentrações destes aldeídos em 
bebidas e alimentos para minimizar os danos à saúde. 
A acroleína é extremamente tóxica e apresenta características mutagénicas, provoca irritações 
no trato respiratório e é conhecida por dar um sabor picante às bebidas [21]. O furfural confere 
um sabor amanteigado às bebidas e a sua presença em vinhos pode ser proveniente das rolhas de 
cortiça [18, 21]. 
Aldeídos com 8 a 10 átomos de carbono, como o trans-2-nonenal e o nonanal têm odores 
fortes, o trans-2-nonenal em vinhos parece causar um sabor a “serragem” ou a “vegetal cozido” 
[4]. Aldeídos alifáticos de cadeia longa, como o trans-2-octanal e o trans-2-decenal são 
responsáveis pelo aroma frutado dos vinhos. O trans-2-octanal está associado ao aroma a 
“madeira” da bebida, este aroma é característico de vinhos velhos e oxidados [18]. 
 
2. Influência do teor alcoólico em bebidas alcoólicas  
O aroma é uma importante propriedade da maioria das bebidas alcoólicas e resulta da 
contribuição de um vasto número de compostos voláteis e semi-voláteis [22, 23]. Os compostos 
responsáveis pelo aroma em bebidas alcoólicas resultam de reações bioquímicas que ocorrem 
durante o processo de fermentação [24]. A libertação destes compostos da matriz alcoólica é 
fortemente influenciada por vários fatores, por exemplo, a temperatura e o teor de álcool. O teor 
em etanol está relacionado com alterações no perfil aromático destas bebidas. Apesar da elevada 
solubilidade em água do etanol, este confere às soluções um certo caráter hidrofóbico 
interferindo com a volatilidade dos compostos de baixa polaridade responsáveis pelo aroma e 
sabor dessas bebidas [25].  
O etanol pode influenciar a viscosidade de bebidas alcoólicas, podendo modificar a libertação 
de aroma e, consequentemente a perceção do mesmo. Por exemplo, em concentrações mais 
baixas do que as encontradas nos vinhos, realça os sabores doce e azedo, e também mascara a 
perceção de alguns compostos aromáticos [26]. O etanol também é considerado como um meio 
de preservação de alimentos e bebidas fermentadas. O grau de proteção contra a deterioração 
conferida pelo etanol depende da concentração presente e das espécies de leveduras envolvidas. 
A deterioração global das bebidas é minimizada pelo etanol a concentrações de 15% v/v [27].  
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O etanol é o mais abundante dos compostos voláteis em bebidas alcoólicas e pode modificar 
tanto a perceção sensorial de atributos aromáticos como a deteção de compostos voláteis [28]. 
 
3. Microextração por difusão gasosa e o seu funcionamento 
A microextração por difusão gasosa (GDME) é uma técnica que se destina à extração de 
compostos voláteis e semi-voláteis de vários tipos de matrizes. O processo baseia-se na difusão 
gasosa de espécies voláteis e semi-voláteis através de uma membrana hidrofóbica para uma 
solução recetora. A membrana seletiva permite a transferência de massa dos analitos evitando a 
passagem do solvente. Os extratos recolhidos na solução recetora podem ser analisados pelas 
técnicas analíticas adequadas. Na Figura 3.1 está representado um esquema do módulo utilizado 
neste trabalho. 
                     
Figura 3.1: Representação esquemática e fotografia do módulo de microextração por difusão gasosa. A- tubo de PTFE; B 
– membrana seletiva; C – cabeça de PTFE perfurada. 
 
O extrator é constituído por um tubo de PTFE (politetrafluoretileno) e uma cabeça perfurada 
do mesmo material quimicamente inerte. Entre estas duas partes do extrator é colocada uma 
membrana. As membranas podem ser produzidas à medida do diâmetro do módulo extrator ou 
obtidas por corte, a partir de membranas maiores, com um instrumento apropriado. Estas devem 
ser impermeáveis aos solventes das soluções, doadora e recetora. Neste trabalho foram utilizados 
dois tipos de membranas: hidrofóbicas de PTFE (politetrafluoretileno) e superhidrofóbicas. 
Para a extração de espécies voláteis e semi-voláteis o módulo extrator de difusão gasosa é 
parcialmente mergulhado na solução que se pretende extrair (solução doadora), solução esta que 
deve estar em agitação e termostatizada facilitando a volatilização dos compostos, para uma 
solução de recolha colocada no interior do módulo (solução recetora). As espécies que se 
pretendem extrair passam por difusão gasosa através da membrana e entram em contacto com a 
A 
C 
B 
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solução recetora. Após um período definido de tempo a solução recetora é recolhida e analisada. 
Na Figura 3.2 está representado o esquema do procedimento de extração. 
 
 
Figura 3.2: Representação esquemática do procedimento de extração usando o módulo de microextração por difusão 
gasosa. 
 
Uma mais-valia desta técnica é a possível adição de um agente derivatizante à solução 
recetora, melhorando a seletividade da extração devido à especificidade do derivatizante para 
determinadas espécies [29]. A utilização conjugada com uma reação de derivatização provoca um 
deslocamento do equilíbrio no sentido da solução de recolha, provocando um aumento da 
concentração das espécies nesta, tendo uma influência positiva na eficiência da extração 
(Princípio de Le Châtelier) [29, 30]. Na Figura 3.3 está representado o esquema dos processos de 
transferência de massa e da reação de derivatização. 
 
 
Figura 3.3: Representação esquemática do processo de transferência de massa e da reação de derivatização. A – 
Módulo extrator; B – Solução de recolha; C – Membrana; D – Amostra. 
 
A espécie  a analisar (volátil ou semi-volátil) presente na solução doadora passa através da 
membrana e reage com o derivatizante  presente na solução recetora, dando origem ao 
produto y.  
O processo de extração por GDME não é exaustivo, isto é, a quantidade de compostos voláteis 
e semi-voláteis extraída é uma pequena parte da quantidade total que está presente na amostra, 
assim sendo, a extração depende da cinética do processo de transferência de massa [31]. Deste 
A 
C 
B 
D 
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modo a extração por GDME vai ser influenciada por parâmetros experimentais, tais como: a 
temperatura, o tempo de extração, a agitação da amostra e da solução de recolha, a presença de 
um agente de derivatização na solução de recolha, a força iónica da solução em estudo, o tipo de 
membranas utilizadas e o teor alcoólico da solução. 
 
4. Influência do teor de álcool no processo de extração  
O processo de extração é influenciado pelo teor de álcool presente na amostra. Um aumento 
excessivo do teor de álcool causa um decréscimo na eficiência de extração. Isto é parcialmente 
devido à competição do etanol com os compostos voláteis e semi-voláteis no processo de 
extração [24]. Acima de 20% de etanol a estrutura da água é incapaz de reter todas as moléculas 
de etanol e o excesso agrega-se para formar estruturas tipo micelas, havendo um decréscimo nos 
coeficientes de atividade, dificultando a volatilização dos compostos [32]. 
Embora a volatilidade esteja relacionada com o ponto de ebulição dos compostos, também 
pode ser influenciada pela concentração de etanol. Por exemplo, compostos com volatilidade 
semelhante à do etanol, tornam-se menos voláteis que o próprio etanol, a elevadas 
concentrações de álcool. E tornam-se mais voláteis que o etanol à medida que a concentração de 
álcool baixa [33]. 
Ao longo deste trabalho pretende-se estudar a influência do teor de álcool – etanol e outos 
álcoois como o metanol e o 1-propanol, no processo de microextração por difusão gasosa, na 
extração de compostos voláteis e semi-voláteis. 
 
5. Reações de derivatização 
A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) com deteção UV foi a técnica analítica 
utilizada para a separação e deteção dos compostos estudados. Muitas substâncias de interesse 
não podem ser detetadas por HPLC-UV por não conterem grupos cromóforos (responsáveis pela 
absorção de radiação dos compostos) ou fluoróforos (tornando o composto luminescente). Para 
superar este problema recorre-se ao uso de reações de derivatização, que adiciona à molécula em 
estudo, um dos grupos anteriores. Estas reações produzem derivados estáveis, aumentam a 
seletividade e a sensibilidade. Os agentes de derivatização utilizados neste trabalho foram: a o-
fenilenodiamina e a 2,4-dinitrofenilhidrazina. 
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5.1. Reação de derivatização de compostos -dicarbonílicos com o-fenilenodiamina 
(OFDA) 
As dicetonas vicinais e o metilglioxal são habitualmente determinadas após conversão em 
quinoxalinas através da reação de derivatização com a o-fenilenodiamina (OFDA) [21]. As reações 
de derivatização com o-fenilenodiamina tornam possível a deteção deste tipo de compostos por 
espectrofotometria de UV. Este método é específico para compostos -dicarbonílicos e as 
alterações na amostra são minimizadas quando a derivatização ocorre em meio aquoso e a 
temperaturas baixas [6, 34].  
Os compostos foram derivatizados com a OFDA durante o processo de extração formando as 
correspondentes quinoxalinas [9]. A reação de derivatização está representada na Figura 5.1. 
 
 
Figura 5.1: Representação da reação de derivatização da OFDA com os compostos -dicarbonílicos originando as 
respetivas quinoxalinas. 
 
5.2. Reação de derivatização dos aldeídos com a 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) 
A 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), também conhecida como reagente de Brady, é comumente 
usada como agente de derivatização por ser barata, ter uma vasta aplicação e por formar 
produtos bastante estáveis [30]. Sendo assim, uma das melhores alternativas para a 
determinação de aldeídos tanto em amostras líquidas como gasosas. 
Os grupos carbonílicos de aldeídos reagem com o grupo amino do DNPH em condições ácidas 
para formar as respetivas 2,4-dinitrofenilhidrazonas [35]. A reação é específica, ocorre facilmente 
à temperatura ambiente e tem vindo a ser usada para quantificar aldeídos, recorrendo à 
determinação por HPLC com deteção UV [36].  
O método usando a reação de derivatização com o DNPH, separação e deteção por HPLC-UV é 
seletivo e tem uma absorvância máxima a 360 nm [37]. Na Figura 5.2 está representado o 
mecanismo da reação de derivatização com o DNPH. 
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Figura 5.2: Esquema do mecanismo da reação de derivatização do DNPH com carbonilos originando as respetivas 2,4-
dinitrofenilhidrazonas. 
 
A reação de formação das hidrazonas é reversível e deve ocorrer em condições ácidas, pois a 
catálise ácida ativa o carbono do grupo carbonílico por meio de protonação do oxigénio, 
tornando-o mais electrofílico e passível de reagir com um nucleófilo fraco, como o DNPH. 
A grande vantagem de usar este método de derivatização associado à separação por 
cromatografia líquida é a capacidade de analisar vários aldeídos e até cetonas simultaneamente 
numa matriz complexa [36]. No entanto a reação de derivatização pode causar alguns problemas 
devido à formação de estereoisómeros (E e Z), causado por anti-isomerismo relativo à ligação C=N 
[38]. 
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6. Equipamentos, reagentes e solventes 
6.1. Equipamentos utilizados ao longo do trabalho 
- Sistema de purificação de água Millipore Simplicity 185, para purificação da água 
(resistividade 18,2 Ω.cm a 298 K) utilizada na preparação de soluções padrão e de 
eluentes para HPLC. 
- Balança analítica Mettler, modelo AE50, para pesagens rigorosas de reagentes. 
- Balança de precisão Mettler, modelo PE200, para pesagens gerais. 
- Banho de ultrassons Bandelin Sonorex, modelo TK 100, para desgaseificação e 
homogeneização de soluções. 
- Medidor de pH Metrohm 605 pH-meter. O elétrodo de vidro combinado foi calibrado 
diariamente antes de ser utilizado, usando soluções tampão de referência com pH 7 e pH 
4. 
- Micropipetas Gilson Pipetman P5000 (capacidade máxima 5000 l), P1000 (capacidade 
máxima 1000 l), P500 (capacidade máxima 500 l), P250 (capacidade máxima 250 l) e 
micropipetas Brand P100 (capacidade máxima 100 l) e P20 (capacidade máxima 20 l). A 
medição de volumes superiores a 5 mL foi realizada com pipetas volumétricas de vidro. 
- Agitador magnético Metrohm, modelo CH-9101 Herisan, para a agitação das soluções 
durante o processo de extração. 
- Módulo para a microextração por difusão gasosa. 
- Membranas hidrofóbicas Zylon™ PTFE 5,0 m de diâmetro de poro da Pall Corporation e 
membranas superhidrofóbicas GVSP 0,22 m de diâmetro de poro da Millipore. 
- Estufa Heraeus, modelo D-6460, para secagem de material.  
- As análises por cromatografia líquida de alta eficiência com deteção espetrofotométrica 
foram realizadas num cromatógrafo com as seguintes características: 
- Bomba Perkin-Elmer, série 200. 
- Detetor Perkin-Elmer, espectrofotómetro UV-Vis série 200. 
- Injetor automático Perkin-Elmer, Flexar com capacidade para 100 ampolas de 
vidro. 
- Unidade de desgaseificação Perkin-Elmer, série 200. 
- Interface Perkin-Elmer, modelo Dot Link. 
- Software de controlo Perkin-Elmer, TotalChrom Navigator versão 6.3.2. 
- Coluna de separação: Phenomenex Gemini RP C18 (250 mm x 4,6 mm, 5,0 m 
tamanho da partícula) com pré-coluna C18 Phenomenex Gemini (4 x 3,0 mm). 
 
 
13 
 
 
6.2. Reagentes e solventes utilizados ao longo do trabalho 
 Os reagentes e solventes utilizados ao longo do trabalho e as respetivas características 
encontram-se descritos na Tabela 6.1. 
Tabela 6.1: Lista de reagentes e solventes utilizados ao longo do trabalho experimental e as respetivas características. 
Reagente Fórmula Química Pureza Marca 
o-Fenilenodiamina (OFDA) C6H4 (NH2)2 ≥ 98,0 % Sigma 
2,3-Butanodiona (diacetilo) CH3COCOCH3 97,0 % Aldrich 
2,3-Pentanodiona CH3CH2COCOCH3 97,0 % Aldrich 
2,3-Hexanodiona CH3CH2CH2COCOCH3 90,0 % Aldrich 
Glioxal OHCCHO 40,0 % em H2O Sigma-Aldrich 
Metilglioxal CH3COCHO 40,0 % em H2O Sigma 
2,4-Dinitrofenilhidrazina (NO2)2C6H3NHNH2 99,0 % Sigma-Aldrich 
Acetoína CH3COCH(OH)CH3 ≥ 96,0 % Sigma-Aldrich 
Formaldeído HCHO 37,0 % Merck 
Acetaldeído C2H4O ≥ 99,5 % Sigma-Aldrich 
Acroleína (2-propenal) C3H4O ≥ 95,0 % Fluka 
Furfural C5H4O2 99,0 % Aldrich 
Propanal C3H6O 97,0 % Sigma-Aldrich 
Butanal C4H8O 99,0 % Sigma-Aldrich 
trans-2-hexenal CH3CH2CH2CH=CHCHO 98,0 % Aldrich 
trans-2-heptenal CH3(CH2)3CH=CHCHO 90,0 % Aldrich 
2-octenal CH3(CH2)4CH=CHCHO 94,0 % Aldrich 
trans-2-nonenal CH3(CH2)5CH=CHCHO 97,0 % Aldrich 
Nonanal CH3(CH2)7CHO 95,0 % Aldrich 
trans-2-decenal C10H18O 97,0 % Fluka 
Cloreto de sódio NaCl 99,5 % 
José Manuel Gomes 
dos Santos, LDA 
Acetato de sódio C2H3O2Na para análise Merck 
Ácido clorídrico HCl 37,0 % Panreac 
Hidrogenofosfato de sódio  
dodecahidratado 
Na2HPO4.12H2O para análise  AnalaR 
Acetonitrilo CH3CN Solvente para HPLC Panreac 
Metanol CH3OH Solvente para HPLC Panreac 
Etanol C2H5OH ≥ 99,9 % Merck 
1-Propanol CH3CH2CH2OH 99,5 % Panreac 
2-Propanol CH3CH(OH)CH3 99,8 % Sigma-Aldrich 
 
6.2.1. Determinação das dicetonas vicinais e do metilglioxal por HPLC-UV 
Na determinação das dicetonas vicinais - diacetilo, 2,3-pentanodiona e 2,3-hexanodiona – e do 
metilglioxal por HPLC-UV usou-se uma mistura de acetonitrilo e uma solução tampão acetato 0,02 
mol.dm-3 pH 4, como eluente. A solução tampão acetato 0,02 mol.dm-3 pH 4 foi preparada a partir 
de acetato de sódio (1,64 g) dissolvido em 1,0 L de H2O, o pH foi ajustado com ácido clorídrico 1,0 
mol.dm-3, filtrou-se a solução por vácuo e por fim desgaseificou-se durante 10 minutos. O 
acetonitrilo antes de ser utilizado também foi desgaseificado durante 10 minutos. 
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A solução derivatizante, como se degrada, foi preparada diariamente, dissolvendo-se 0,005 g 
de o-fenilenodiamina (OFDA) em 50 mL de tampão fosfato 0,1 mol.dm-3 pH 7 e mantida no 
escuro. O tampão fosfato 0,1 mol.dm-3 pH 7 foi preparado a partir de hidrogenofosfato de disódio 
(17,91 g) e dissolvido em H2O e o pH foi ajustado com ácido clorídrico 1,0 mol.dm
-3. Por fim 
completou-se com água até perfazer o volume final de 500,0 mL.  
As soluções padrão das dicetonas vicinais, 969,3 mg.L-1 de diacetilo, 945,5 mg.L-1 de 2,3-
pentanodiona, 840,6 mg.L-1 de 2,3-hexanodiona e 936,0 mg.L-1 de metilglioxal (preparados a partir 
de reagentes obtidos comercialmente), foram preparadas e mantidas no frigorífico a 4 ºC e 
utilizadas durante um mês. As soluções padrão de 0,96 mg.L-1 de diacetilo, 0,95 mg.L-1 de 2,3-
pentanodiona, 0,84 mg.L-1 de 2,3-hexanodiona e 9,60 mg.L-1 de metilglioxal foram preparadas 
diariamente a partir das soluções anteriores. Pipetou-se 25,0 L de diacetilo, 25,0 L de 2,3-
pentanodiona, 25,0 L de 2,3-hexanodiona, 50,0 L de metilglioxal e completou-se com água até 
perfazer o volume final de 25,0 mL.  
 
6.2.2. Determinação de aldeídos por HPLC-UV 
O eluente cromatográfico utilizado na determinação de aldeídos por HPLC-UV era constituído 
por uma mistura de acetonitrilo e tampão acetato 0,02 mol.dm-3 pH 4 e o modo de preparação do 
mesmo é idêntico ao descrito anteriormente. 
Preparou-se uma solução padrão de 500 mg.L-1 contendo os vários aldeídos estudados em 
água ultrapura e as soluções foram mantidas no frigorífico durante um mês a 4ºC. Os volumes 
utilizados dos compostos estão listados na Tabela 6.2 e foram dissolvidos com uma mistura de 
água e metanol (1:1) até perfazer o volume final de 100 mL.   
Tabela 6.2: Lista de aldeídos estudados e respetivos volumes usados na preparação das soluções padrão de 500 mg.L
-1
. 
Reagente Volume pipetado / L 
Acetoína 49,0 
Formaldeído 61,0 
Acetaldeído 64,0 
Acroleína (2-propenal) 60,0 
Furfural 43,0 
Propanal 63,0 
Butanal 63,0 
trans-2-hexenal 59,0 
trans-2-heptenal 58,0 
trans-2-octenal 61,0 
trans-2-nonenal 59,0 
Nonanal 60,0 
trans-2-decenal 60,0 
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A solução derivatizante de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) foi preparada dissolvendo 0,05 g 
de DNPH em 50,0 mL de uma mistura 1:1 de acetonitrilo/água. Seguidamente adicionou-se 1,0 mL 
de ácido clorídrico 1,0 mol.L-1 e homogeneizou-se a solução. 
 
7. Procedimento experimental para as extrações realizadas 
O procedimento geral da microextração por difusão gasosa está representado na Figura 7.1. 
Ao longo do trabalho experimental as condições do processo de extração foram variando. As 
condições particulares utilizadas nos estudos efetuados irão sendo referidas ao longo do texto.  
Inicialmente adicionaram-se 25,0 mL de amostra num copo de paredes duplas para 
termostatização. De seguida, o módulo extrator de PTFE é mergulhado na amostra e no seu 
interior é colocada a solução de recolha (500 L) contendo o derivatizante. No fim do tempo 
definido para a extração ocorrer com agitação e temperatura controlada, esta solução é retirada 
para uma ampola de vidro para injeção no HPLC-UV.  
 
 
Figura 7.1: Esquema geral do procedimento da microextração por difusão gasosa com membrana seletiva para a 
determinação de compostos voláteis e semi-voláteis. 
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8. Aplicação da microextração por difusão gasosa na determinação de dicetonas 
vicinais por HPLC-UV 
8.1. Análise cromatográfica das dicetonas vicinais após derivatização com o-
fenilenodiamina (OFDA) 
A determinação das dicetonas vicinais – diacetilo, 2,3-pentanodiona e 2,3-hexanodiona - pode 
ser realizada por espetrofotometria de absorção molecular recorrendo a uma reação de 
derivatização com OFDA dando origem às correspondentes quinoxalinas que podem ser 
separadas e quantificadas por HPLC-UV.  
A separação cromatográfica das quinoxalinas resultantes da reação de derivatização foi 
realizada numa coluna de fase reversa C18 a um fluxo de 0,8 mL.min
-1, utilizando um eluente 
composto por 50:50 acetonitrilo e tampão acetato 0,04 mol.dm-3 pH 4, durante 15 minutos. A 
deteção espectrofotométrica foi realizada a um comprimento de onda de 315 nm.  
 
8.2. Estudo e otimização dos parâmetros que influenciam o processo de extração das 
dicetonas vicinais 
A extração de compostos voláteis e semi-voláteis pode ser influenciada por diversos 
parâmetros experimentais. De modo a conseguir uma maior extensão na extração e o maior 
controlo experimental possível do processo é necessário uma otimização prévia do mesmo. Neste 
trabalho os parâmetros estudados foram: a temperatura, tempo de extração, força iónica, 
agitação e a presença do agente derivatizante no módulo extrator. Além destes parâmetros, 
estudou-se pormenorizadamente a forma como a presença de diferentes álcoois na amostra pode 
afetar o processo de extração. As membranas seletivas utilizadas na extração de dicetonas vicinais 
foram as membranas hidrofóbicas de PTFE. 
 
8.2.1. Influência da temperatura de extração 
A temperatura é um dos parâmetros mais importantes na extração dos compostos por difusão 
gasosa visto que o transporte de massa é baseado na volatilização dos compostos.  
Para este estudo foi utilizada uma solução modelo contendo 0,96 mg.L-1 de diacetilo, 0,95 
mg.L-1 de 2,3-pentanodiona e 0,84 mg.L-1 de 2,3-hexanodiona. As temperaturas testadas foram 
25, 35, 45, 55 e 65 ºC. Todas as extrações foram feitas com agitação da solução doadora (amostra) 
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durante 10 minutos e como solução de recolha usou-se 500 L solução de 0,01% de OFDA em 
tampão fosfato 0,1 mol.L-1 pH 7. 
Os resultados obtidos estão representados na Figura 8.1. Com o aumento da temperatura de 
extração verifica-se que há um aumento da extração dos compostos, explicado pelo aumento dos 
coeficientes de difusão das espécies e da constante da lei de Henry. Os resultados mostram que é 
possível obter uma boa sensibilidade, para a extração deste tipo de compostos, mesmo à 
temperatura ambiente. 
A escolha da temperatura para ensaios futuros dependerá do tipo de aplicação que se 
pretende e da sensibilidade necessária. Para amostras com maiores concentrações de dicetonas 
vicinais, a temperatura ambiente será suficiente.  
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Figura 8.1: Gráfico que representa a variação das áreas dos picos das dicetonas vicinais em função da temperatura de 
extração. O tempo de extração foi de 10 minutos, 500 L solução de 0,01% de OFDA em tampão fosfato 0,1 mol.L
-1
 pH 7 
como solução de recolha e as temperaturas testadas foram 25, 35, 45, 55 e 65 ºC. 
 
8.2.2. Influência do tempo de extração e da agitação da amostra 
O tempo de extração afeta diretamente a extensão da extração de compostos voláteis e semi-
voláteis sendo que, teoricamente, para tempos de extração maiores uma maior parcela de 
compostos será extraída.  
Com o intuito de estudar a influência deste parâmetro na extração das dicetonas vicinais, 
usaram-se tempos de extração entre 10 e 240 minutos, utilizando uma solução modelo de 0,96 
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mg.L-1 de diacetilo, 0,95 mg.L-1 de 2,3-pentanodiona e 0,84 mg.L-1 de 2,3-hexanodiona e 
temperatura de 25 ºC.  
O tempo de extração foi estudado com e sem agitação da amostra, com a presença ou 
ausência de OFDA na solução recetora e por fim com e sem agitação da solução recetora. 
A influência da agitação da amostra na extração das dicetonas vicinais foi estudada ao longo 
do tempo para uma temperatura de extração de 25 ºC. 
A Figura 8.2 mostra a influência do tempo e da agitação na extração do diacetilo e da 2,3-
pentanodiona. A 2,3-hexanodiona (que não é apresentada) segue um comportamento 
semelhante ao diacetilo e à 2,3-pentanodiona. Como seria de esperar para tempos de extração 
crescentes consegue-se extrair uma maior quantidade de compostos. O sinal analítico aumenta 
quase linearmente ao longo do tempo para os compostos estudados.  
Os resultados obtidos mostram que a agitação da solução tem um efeito positivo na extração 
destes compostos, que pode ser explicado pelo aumento da transferência de massa das espécies 
da solução para a membrana. Sem agitação da amostra o processo de difusão das espécies da 
solução para a membrana é mais lento. Quando a extração é feita com agitação da amostra a 
convecção quebra a camada de difusão e as moléculas chegam à membrana com mais facilidade. 
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Figura 8.2: Gráficos que representam as variações das áreas dos picos do diacetilo e da 2,3-pentanodiona (0,96 e 0,95 
mg.L
-1
 respetivamente) em função do tempo de extração e da agitação magnética da amostra. Temperatura de 25 ºC e 
usou-se um volume de 500 L solução de 0,01% de OFDA em tampão fosfato 0,1 mol.L
-1
 pH 7 como solução de recolha. 
 
Pelo facto de se verificar um aumento quase linear na extração dos compostos ao longo do 
tempo, crê-se que as quinoxalinas que se formam à superfície da membrana (em contato com o 
agente derivatizante) se difundem rapidamente para o seio da solução aceitadora, não se 
acumulando à superfície do poro. 
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8.2.3. Influência da utilização de OFDA na solução de recolha 
Realizou-se um estudo com o objetivo de avaliar o efeito que a presença do agente 
derivatizante na solução de recolha tem na extensão da extração dos compostos. Este estudo foi 
feito comparando a extração com e sem OFDA no módulo extrator e a variação com o tempo de 
extração.  
Os parâmetros usados na extração dos compostos na presença de agente derivatizante foram: 
500 L solução de 0,01% de OFDA em tampão fosfato 0,1 mol.L-1 pH 7 como solução de recolha, 
uma temperatura de extração de 25 ºC e com agitação da amostra. Quando a extração é realizada 
na ausência de agente derivatizante, foram colocados 500 L de água ultrapura no módulo 
extrator, após a extração foram recolhidos 250 L do extrato para uma ampola de vidro e a 
reação de derivatização foi promovida adicionando 250 L de solução 0,02% de OFDA em tampão 
fosfato 0,2 mol.L-1 pH 7. Nesta situação é necessário fazer um ajuste de modo a compensar a 
diluição efetuada. 
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Figura 8.3: Gráfico da comparação das áreas dos picos do diacetilo (0,96 mg.L
-1
) na presença e na ausência de agente 
derivatizante para tempos crescentes de extração. Usou-se 500 L solução 0,01% de OFDA em tampão fosfato 0,1 
mol.L
-1
 pH 7 como solução de recolha e uma temperatura de extração de 25 ºC. 
 
A Figura 8.3 mostra os resultados obtidos na extração do diacetilo. As restantes dicetonas 
vicinais estudadas têm um comportamento semelhante ao do diacetilo. Os resultados obtidos 
mostram que a presença do agente derivatizante no módulo extrator para além de proporcionar a 
derivatização direta as dicetonas vicinais, melhora e acelera a transferência dos analitos da 
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amostra para a solução recetora. A Figura 8.4 evidência as diferenças no processo de extração das 
três dicetonas vicinais para um tempo de extração de 10 minutos e 60 minutos.  
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Figura 8.4: Representação gráfica das áreas dos picos das três dicetonas vicinais na presença e na ausência de agente 
derivatizante na solução de recolha. O tempo de extração usado foi de 10 minutos e de 60 minutos, com agitação da 
solução, à temperatura de 25 ºC, usou-se 500 L solução 0,01% de OFDA em tampão fosfato 0,1 mol.L
-1
 pH 7 para as 
extrações na presença de OFDA e 500 L de água purificada na solução de recolha para as extrações sem OFDA. 
 
Verifica-se que quando a extração é de 10 minutos a diferença é pequena quando se têm ou 
não o agente de derivatização na solução de recolha. No entanto, aumentando o tempo de 
extração para 60 minutos observa-se um aumento do sinal para quase o dobro quando 
comparado com a situação em que não há derivatizante na solução de recolha. 
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O uso de um agente derivatizante na solução de recolha tem um efeito positivo na extração 
dos compostos modificando quimicamente os compostos voláteis, facilitando o manuseio do 
extrato e permitindo a extração e a reação de derivatização num único passo. 
 
8.2.4. Influência da agitação da solução de recolha 
Como foi visto anteriormente a agitação da amostra tem um efeito positivo na extração dos 
compostos. Assim estudou-se a possível influência da agitação da solução de recolha na extração 
das três dicetonas vicinais para averiguar se a eficiência da extração é melhorada. 
As extrações foram efetuadas usando a solução modelo contendo as três dicetonas vicinais, 
500 L de solução 0,01% de OFDA em tampão fosfato 0,1 mol.L-1 pH 7, a uma temperatura de 25 
ºC e os estudos foram realizados ao longo do tempo (10 a 240 min). 
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Figura 8.5: Representação gráfica da variação das áreas dos picos do diacetilo em função do tempo de extração, em 
extrações utilizando para além da agitação da amostra, a agitação da solução de recolha. Solução de recolha: 500 L de 
solução 0,01% de OFDA em tampão fosfato 0,1 mol.L
-1
 pH 7, a uma temperatura de 25 ºC. 
 
Como se pode verificar na Figura 8.5, para a extração do diacetilo, a agitação da solução de 
recolha durante o processo de extração não tem uma influência significativa na extração dos 
compostos. O mesmo acontece para a 2,3-pentanodiona e para a 2,3-hexanodiona, o que leva a 
crer que a difusão dos compostos na solução de recolha se faz facilmente sem necessidade de 
agitação.  
Estes resultados mostram que as quinoxalinas formadas na superfície da membrana que se 
encontra em contato com o agente derivatizante, se difundem da superfície dos poros para o seio 
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da solução com facilidade, não se acumulando na membrana. Caso contrário, seria de esperar que 
com a agitação da solução de recolha ocorresse um aumento significativo do sinal analítico 
correspondente ao aumento do transporte das quinoxalinas provocada pela convecção, o que não 
se verifica. 
 
8.2.5. Influência da força iónica da amostra 
A adição de um sal inerte à amostra produz um aumento da força iónica o que acarreta a 
diminuição da solubilidade de inúmeros compostos em água, favorecendo a extração dos analitos 
(efeito salting-out). Foi realizado um estudo para avaliar se a adição de um sal inerte poderia 
melhorar o processo de extração. O sal inerte utilizado para este estudo foi o cloreto de sódio. 
Realizaram-se extrações a partir da solução modelo contendo as dicetonas (0,96 mg.L-1 de 
diacetilo, 0,95 mg.L-1 de 2,3-pentanodiona e 0,84 mg.L-1 de 2,3-hexanodiona) com diferentes 
percentagens de cloreto de sódio: 0, 5, 10, 15 e 20% (m/v). 
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Figura 8.6: Representação gráfica das áreas dos picos das três dicetonas vicinais em função da concentração de NaCl em 
solução. O tempo de extração usado foi de 10 minutos, com agitação da solução, à temperatura de 25 ºC, usou-se 500 
L solução 0,01% de OFDA em tampão fosfato 0,1 mol.L
-1
 pH 7. 
 
 Os resultados obtidos (Figura 8.6) mostram que a adição de um sal inerte até 10 % (m/v) 
favorece o processo de extração. Para percentagens mais elevadas de sal não se verifica uma 
variação significativa na extração dos compostos.  
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8.2.6. Influência do etanol na extração dos compostos 
O etanol estando relacionado com alterações no perfil aromático de bebidas alcoólicas é um 
composto importante que pode interferir no processo de extração. Apesar da sua elevada 
solubilidade em água, o etanol confere à solução um certo caráter hidrofóbico interferindo com a 
volatilidade dos compostos. 
Para estudar este parâmetro realizaram-se extrações em soluções contendo diferentes 
percentagens de etanol (5, 10, 15, 20, 30 e 40 %, v/v), este parâmetro foi estudado utilizando 
diferentes temperaturas (25, 35, 45, 55 e 65 ºC). As extrações foram realizadas a partir da solução 
modelo contendo 0,96 mg.L-1 de diacetilo, 0,95 mg.L-1 de 2,3-pentanodiona e 0,84 mg.L-1 de 2,3-
hexanodiona durante 10 minutos. O gráfico com os resultados deste estudo é apresentado na 
Figura 8.7 apenas para o diacetilo e a 2,3-pentanodiona a 25 e 35 ºC; a 2,3-hexanodiona segue um 
comportamento semelhante e, por isso, optou-se por não fazer a sua representação. 
 
% EtOH (v/v)
0 10 20 30 40
Á
re
a
 d
o
 p
ic
o
 /
 1
0
3
 (
m
V
.s
)
0
10
20
30
Diacetilo - 25 ºC
Pentanodiona 25 ªC
Diacetilo - 35 ºC
Pentanodiona - 35 ºC
 
Figura 8.7: Representação gráfica da variação das áreas dos picos das duas dicetonas vicinais (diacetilo e 2,3-
pentanodiona) em função da percentagem de etanol adicionada (0, 5, 10, 15, 20, 30 e 40 %). O tempo de extração foi 
de 10 minutos, a uma temperatura de 25 e 35 ºC e usou-se 500 L solução 0,01% de OFDA em tampão fosfato 0,1 
mol.L
-1
 pH 7 na solução de recolha. 
 
Os resultados obtidos mostram que adições de etanol até 10% favorecem ligeiramente o 
processo de extração e, para percentagens superiores o etanol dificulta a extração dos 
compostos. Verifica-se que com o aumento da temperatura (25 para 35 ºC) o perfil do processo 
de extração com diferentes % de etanol é semelhante no entanto, há um aumento da extração 
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dos compostos. O mesmo se verifica para temperaturas superiores: 45, 55 e 65 ºC (resultados não 
apresentados). 
Estes resultados podem ser explicados assumindo-se que, até 10 % de etanol o processo de 
extração é ligeiramente favorecida, no entanto para percentagens superiores o etanol comporta-
se como uma microemulsão incorporando os compostos voláteis em agregados de etanol 
dificultando a volatilização dos compostos para a fase gasosa, isto é, a estrutura da água não 
consegue reter todas as moléculas de etanol que se encontram em solução e o excesso de 
moléculas de etanol agrega-se para formar estruturas tipo micelas. 
O estudo da influência do etanol na extração de compostos voláteis e semi-voláteis foi 
realizado somente em soluções modelo. Utilizando amostras de bebidas alcoólicas poderá haver 
uma variação relativamente aos resultados obtidos para as soluções modelo. O efeito da matriz 
das amostras provavelmente influenciará a capacidade do etanol de se ligar aos compostos 
voláteis e semi-voláteis. 
 
8.2.7. Módulo extrator mergulhado e em headspace 
Os parâmetros que influenciam o processo de extração descritos anteriormente foram 
realizados com o módulo extrator mergulhado na solução. No entanto o processo foi igualmente 
estudado colocando o módulo extrator suspenso, ficando um espaço gasoso entre a amostra e a 
membrana hidrofóbica.  
 
 
Figura 8.8: Representação gráfica da variação das áreas dos picos das três dicetonas vicinais quando o módulo extrator 
é mergulhado na solução e quando está em headspace. O tempo de extração foi de 10 minutos, a temperatura 25 e 55 
ºC e usou-se 500 L solução 0,01% de OFDA em tampão fosfato 0,1 mol.L
-1
 pH 7 na solução de recolha. 
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Foi então possível a comparação entre os dois processos de extração: módulo mergulhado e 
headspace, na Figura 8.9 estão representados os esquemas dos dois processos. Procedeu-se à 
extração dos compostos usando uma solução padrão contendo as dicetonas vicinais (0,96 mg.L-1 
de diacetilo, 0,95 mg.L-1 de 2,3-pentanodiona e 0,84 mg.L-1) durante 10 minutos e a duas 
temperaturas 25 e 55 ºC. Para cada um dos casos as extrações foram realizadas em duplicado. Os 
resultados obtidos estão representados na Figura 8.8, expressos através da média dos ensaios 
para cada uma das situações e respetivos desvios padrão. 
Os resultados obtidos mostram que à temperatura ambiente o módulo mergulhado é mais 
eficiente na extração dos compostos voláteis e semi-voláteis. Quando se aumenta a temperatura 
para 55 ºC o módulo em headspace torna-se mais eficiente. 
À temperatura ambiente e quando o módulo extrator está mergulhado, o espaço gasoso 
existente é limitado ao volume dos poros da membrana. Assim, as moléculas que passam para o 
estado gasoso para além de serem em pequeno número passam diretamente pelos poros da 
membrana e contactam facilmente com a solução aceitadora. A difusão gasosa é muito localizada, 
ocasionando um rápida reposição do equilíbrio. Deste modo a eficiência da extração é maior do 
que em headspace.  
Quando o módulo está em headspace, a existência do espaço gasoso entre a amostra e a 
membrana hidrofóbica dificulta a difusão a baixas temperaturas para a membrana. Isto porque a 
extração neste caso está a ser feita em dois passos: (1) os compostos são extraídos da amostra, 
passando do estado líquido para o estado gasoso e (2) os compostos no estado gasoso passam 
pelos poros da membrana para a solução de recolha, reagindo com o agente derivatizante. Se o 
passo (1) for um processo lento, a reposição do equilíbrio químico é lenta, resultando numa baixa 
eficiência de extração. 
Quando se utilizam temperaturas mais elevadas o processo de extração em headspace torna-
se mais eficiente visto que há um aumento do coeficiente de difusão das espécies, passando mais 
moléculas para o espaço gasoso e consequentemente uma maior quantidade de moléculas 
atravessam os poros da membrana, ou seja, o passo (1) é mais rápido tornando o processo de 
extração mais eficiente. 
 
8.3. Quantificação do diacetilo em vinho tinto e cachaça pelo método da adição de 
padrão 
Uma das aplicações do módulo de microextração por difusão gasosa é a quantificação de 
diacetilo em bebidas alcoólicas. Concluídos os estudos dos parâmetros que influenciam o 
processo de extração procedeu-se à quantificação do diacetilo em vinho tinto (12,5 % vol de 
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etanol) e em cachaça (39 % vol de etanol) recorrendo-se à quantificação pelo método da adição 
de padrão. O procedimento e as condições experimentais utilizadas estão esquematizados na 
Figura 8.9.  
 
 
Figura 8.9: Esquema representativo do processo de extração (A) com o módulo em headspace e (B) com o módulo 
extrator mergulhado na solução. Estudos efetuados a 25 e a 55 ºC, durante 10 minutos e usou-se 500 L solução 0,01% 
de OFDA em tampão fosfato 0,1 mol.L
-1
 pH 7 na solução de recolha. 
 
Adição de diacetilo (mg.L
-1
)
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Á
re
a
 d
o
 p
ic
o
 /
1
0
3
 (
m
V
.s
)
0
20
40
60
80
100
HS 25ºC 
MM 25ºC 
HS 55ºC 
MM 55ºC 
  
Figura 8.10: Representação gráfica da variação das áreas dos picos em função da adição de diacetilo. Extrações de vinho 
tinto com diferentes adições de diacetilo (0; 0,7; 1,4; 2,1 e 2,8 mg.L
-1
), 10 minutos de extração a 25 e a 55 ºC com o 
módulo mergulhado (MM) e em headspace (HS). Usou-se 500 L solução 0,01% de OFDA em tampão fosfato 0,1 mol.L
-1
 
pH 7 na solução de recolha. 
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Realizou-se inicialmente uma extração para teste em vinho tinto e em cachaça e procedeu-se à 
análise cromatográfica. Pelos cromatogramas obtidos comprovou-se ser possível extrair com 
sucesso o diacetilo de ambas as amostras. Para a quantificação as extrações foram feitas em 
duplicado para cada adição de padrão. Os resultados obtidos estão representados na Figura 8.10 
expressos através da média dos ensaios para cada uma das situações e respetivos desvios padrão. 
É possível confirmar a linearidade da adição de padrão no vinho tinto e na cachaça pelos 
resultados apresentados. 
 
 
Figura 8.11: Cromatogramas obtidos na extração de cachaça e das diferentes adições de diacetilo (0; 0,7; 1,4; 2,1 e 2,8 
mg.L
-1
). As extrações foram realizadas em headspace, a 25 ºC, durante 10 minutos e usando 500 L solução 0,01% de 
OFDA em tampão fosfato 0,1 mol.L
-1
 pH 7 na solução de recolha. 
 
Um exemplo dos cromatogramas obtidos na extração de cachaça em headspace e a 25 ºC, e 
respetivas adições padrão são apresentados na Figura 8.11. Na Tabela 8.1 são apresentadas as 
concentrações finais obtidas de diacetilo para as diferentes condições de extração. Verificou-se 
existir uma grande diferença entre o método da curva de calibração e o método da adição de 
padrão, pelo que optou-se pelo método da adição de padrão como o mais adequado para a 
quantificação de diacetilo em bebidas alcoólicas, dado que o processo de extração não é imune à 
influência da matriz. 
Os resultados obtidos mostram que é possível quantificar diacetilo em amostras de bebidas 
alcoólicas e esta quantificação é possível com o módulo mergulhado e com o módulo em 
headspace. No entanto, uma maior sensibilidade é conseguida quando se o módulo mergulhado e 
uma temperatura de 55ºC em ambos os casos. 
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Tabela 8.1: Concentração de diacetilo determinada para as amostras analisadas quando a extração é feita com o 
módulo mergulhado e em headspace a 25 e a 55 ºC. 
    VINHO TINTO CACHAÇA 
Temperatura 
(ºC) 
Módulo Equação da reta 
Concentração 
final (mg/L) 
Equação da reta 
Concentração 
final (mg/L) 
25 Mergulhado y = 4109,1 x + 10482 2,55 y = 6695,9 x + 15337 2,29 
25 Headspace y = 3070,6 x + 8082,4 2,63 y = 5446,1 x + 13308 2,44 
55 Mergulhado y = 17802 x + 47216 2,65 y = 20609 x + 61729 3,00 
55 Headspace y = 17085 x + 42227 2,47 y = 19305 x + 51153 2,65 
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9. Aplicação da microextração por difusão gasosa na determinação de compostos 
-dicarbonílicos por HPLC-UV 
9.1. Análise cromatográfica dos compostos -dicarbonílicos após derivatização com o-
fenilenodiamina (OFDA) 
A determinação dos compostos -dicarbonílicos (metilglioxal, diacetilo e 2,3-pentanodiona) foi 
realizada por espetrofotometria de absorção molecular recorrendo também à reação de 
derivatização com a OFDA. As condições cromatográficas utilizadas foram as mesmas descritas 
anteriormente na determinação das dicetonas vicinais. 
 
9.2. Estudo e otimização dos parâmetros que influenciam o processo de extração dos 
compostos -dicarbonílicos 
9.2.1. Influência do teor de álcool na extração dos compostos 
A presença de etanol, como foi demonstrado anteriormente, influencia o processo de extração 
de compostos voláteis e semi-voláteis. Assim sendo, procedeu-se a um estudo mais 
pormenorizado deste parâmetro, estudando a influência de diversos álcoois na extração dos 
compostos -dicarbonílicos em soluções modelo. Os álcoois estudados foram o metanol, o etanol 
e o 1-propanol. As soluções modelo contêm 9,36 mg.L-1 de metilglioxal, 9,60 mg.L-1 de diacetilo e 
de 9,46 mg.L-1 de 2,3-pentanodiona. O tempo de extração foi de 10 minutos, a uma temperatura 
de 55 ºC e o agente derivatizante utilizado foi a OFDA. O processo foi estudado em headspace e 
com o módulo extrator mergulhado, usando dois tipo de membranas seletivas em soluções 
modelo com diferentes percentagens de álcool adicionado. 
 
9.2.1.1. Influência do metanol na extração dos compostos 
As condições para o estudo deste parâmetro foram descritas anteriormente, realizaram-se 
extrações em soluções contendo diferentes percentagens de metanol (5, 10, 15, 20, 30 e 40 %), as 
membranas utilizadas neste estudo foram as membranas hidrofóbicas de PTFE e o módulo 
extrator encontrava-se mergulhado na solução.  
Os resultados obtidos (Figura 9.1) mostram que a adição sucessiva de metanol não tem uma 
influência muito significativa em compostos como o diacetilo e a 2,3-pentanodiona, verificando-se 
um ligeiro aumento da extensão da extração até 10% de metanol e para adições superiores 
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verifica-se uma diminuição do sinal analítico. No entanto, para o caso do metilglioxal, as adições 
de metanol favorecem significativamente o processo de extração, observando-se um aumento de 
cerca de três vezes do sinal analítico, quando se compara a extração da solução padrão sem 
adição de metanol, com a extração da solução padrão contendo 40% de metanol.  
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Figura 9.1: Gráfico que representa a variação das áreas dos picos dos compostos -dicarbonílicos em função da 
percentagem de metanol adicionada. O tempo de extração foi de 10 min, a 55 ºC, com o módulo extrator mergulhado, 
usando as membranas hidrofóbicas de PTFE e usando 500 L solução 0,01% de OFDA em tampão fosfato 0,1 mol.L
-1
 pH 
7 na solução de recolha. 
 
O mesmo estudo foi efetuado mantendo as condições experimentais anteriores alterando 
apenas a posição do módulo extrator. No estudo anterior, o módulo estava mergulhado na 
solução, neste o módulo encontra-se em headspace.  
Os resultados obtidos (Figura 9.2) mostram que a extração do diacetilo e da 2,3-pentanodiona 
não é favorecida pela adição do metanol, aliás é prejudicada para adições de metanol superiores 
a 15%. Todavia, comparando estes resultados com os obtidos na Figura 9.1, a adição de metanol é 
mais vantajosa em headspace tornando-se prejudicial acima de 20%, sendo neste caso, preferível 
o uso do módulo mergulhado na solução. As adições de metanol, no processo de extração em 
headspace, não afetaram a extração do metilglioxal mantendo-se o sinal praticamente constante 
e sempre muito baixo. 
O metilglioxal é extremamente reativo e é facilmente solvatado pela molécula de água e como 
é um composto pequeno as forças de solvatação são muito intensas. Deste modo a volatilização 
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deste composto é dificultada. Assim sendo, é de esperar que a extração com o módulo 
mergulhado seja mais eficiente, o que se verificou experimentalmente. 
% de Metanol (v/v)
0 10 20 30 40
Á
re
a
 d
o
 p
ic
o
 /
 1
0
3
 (
m
V
.s
)
0
100
200
300
400
500
Metilglioxal
Diacetilo
2,3-Pentanodiona
 
Figura 9.2: Gráfico que representa a variação das áreas dos picos dos compostos -dicarbonílicos em função da 
percentagem de metanol adicionada. O tempo de extração foi de 10 min, a 55 ºC, com o módulo suspenso – headspace, 
usando as membranas hidrofóbicas de PTFE e usando 500 L solução 0,01% de OFDA em tampão fosfato 0,1 mol.L
-1
 pH 
7 na solução de recolha. 
 
9.2.1.2. Influência do etanol na extração dos compostos 
O estudo da influência do etanol na extração de compostos -dicarbonílicos foi realizado do 
mesmo modo que o estudo anterior relativo ao metanol, usando as mesmas soluções modelo e as 
mesmas condições experimentais. O estudo foi também feito com o módulo mergulhado e em 
headspace diferindo apenas nas adições de álcool, neste caso adicionou-se diferentes 
percentagens de etanol (5, 10, 15, 20, 30 e 40%). 
Os resultados obtidos estão representados na Figura 9.3 e na Figura 9.4. Pode-se observar que 
em ambos os casos, módulo extrator mergulhado e headspace, a adição de etanol até 15-20% 
favorece ligeiramente o processo de extração do diacetilo e da 2,3-pentanodiona e para adições 
superiores torna-se prejudicial. O sinal analítico é superior quando a extração destes dois 
compostos é feita em headspace. 
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Figura 9.3: Representação gráfica da variação das áreas dos picos dos compostos -dicarbonílicos em função da 
percentagem de etanol adicionada. O tempo de extração foi de 10 min, a 55 ºC, com o módulo extrator mergulhado, 
usando as membranas hidrofóbicas de PTFE e usando 500 L solução 0,01% de OFDA em tampão fosfato 0,1 mol.L
-1
 pH 
7 na solução de recolha. 
 
A extração do metilglioxal, como no estudo anterior, é a mais afetada pela adição de álcool e 
mais uma vez com o módulo mergulhado, não se verificando qualquer alteração quando a 
extração é realizada em headspace. Verifica-se um aumento do sinal de aproximadamente 7 vezes 
quando é adicionado 40% de etanol comparando com a solução em que não se adiciona álcool.  
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Figura 9.4: Representação gráfica da variação das áreas dos picos dos compostos -dicarbonílicos em função da 
percentagem de etanol adicionada. O tempo de extração foi de 10 min, a 55 ºC, com o módulo suspenso – headspace, 
usando as membranas hidrofóbicas de PTFE e usando 500 L solução 0,01% de OFDA em tampão fosfato 0,1 mol.L
-1
 pH 
7 na solução de recolha. 
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9.2.1.3. Influência do 1-propanol na extração dos compostos  
Mais uma vez, os parâmetros usados no estudo da influência do 1-propanol foram os descritos 
anteriormente. Adições sucessivas de 1-propanol (5, 10, 15, 20, 30 e 40%) foram efetuadas no 
estudo do processo de extração com o módulo mergulhado e em headspace. Os resultados 
obtidos estão representados na Figura 9.5 e na Figura 9.6 
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Figura 9.5: Representação gráfica da variação das áreas dos picos dos compostos -dicarbonílicos em função da 
percentagem de propanol adicionada. O tempo de extração foi de 10 min, a 55 ºC, com o módulo suspenso – 
headspace, usando as membranas hidrofóbicas de PTFE e usando 500 L solução 0,01% de OFDA em tampão fosfato 
0,1 mol.L
-1
 pH 7 na solução de recolha. 
 
Analisando os resultados obtidos para o processo de extração em headspace apresentados na 
Figura 9.5 mais uma vez se verifica que o metilglioxal não sofre alteração se a extração é feita 
deste modo. Até 5% de propanol na solução beneficia a extração do diacetilo e da 2,3-
pentanodiona; contudo, quantidades superiores prejudicam a extração destes compostos. 
Analisando os resultados da Figura 9.6 (ensaios com o módulo mergulhado) verifica-se que o 
propanol não influência positivamente a extração do diacetilo e da 2,3-pentanodiona, contudo a 
extração do metilglioxal é fortemente favorecida. De facto, nota-se um claro aumento da 
sensibilidade comparativamente à situação em que não há propanol na solução (aumento de 
cerca de 11 vezes do sinal). Devido a este aumento brusco de sensibilidade suspeitou-se de que 
percentagens elevadas de propanol poderiam estar a danificar a membrana hidrofóbica, o que se 
comprovou realizando extrações de vinho tinto. Com estes testes concluiu-se que, os danos 
causados pelo propanol na membrana (percentagens iguais ou superiores a 20%) tornavam a 
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membrana permeável, passando diretamente pequenas quantidades de amostra para a solução 
de recolha. 
Decidiu-se testar o mesmo procedimento com outro tipo membranas. As membranas 
utilizadas no desenvolvimento do trabalho apresentado até agora foram membranas hidrofóbicas 
de PTFE. Neste estudo da influência do propanol foi necessário introduzir novas membranas para 
solucionar o problema da passagem de líquido para a solução de recolha. As membranas 
superhidrofóbicas da Millipore demostraram ser mais resistentes do que as de PTFE, quando em 
contato com percentagens elevadas de propanol.  
Só se apresentam graficamente os resultados obtidos na extração do metilglioxal com o 
módulo extrator mergulhado na amostra, visto que é o composto mais afetado pela adição de 
propanol. O perfil dos resultados obtidos com as membranas superhidrofóbicas na extração do 
diacetilo e da 2,3-pentanodiona são semelhantes aos apresentados na Figura 9.5 e na Figura 9.6. 
A única diferença nos resultados é o aumento da sensibilidade (para cerca do dobro). 
 
% de Propanol (v/v)
0 10 20 30 40
Á
re
a
 d
o
 p
ic
o
 (
D
ia
c
e
til
o
 e
 2
,3
-P
e
n
ta
n
o
d
io
n
a
) 
/ 
1
0
3
 (
m
V
.s
)
-300
-200
-100
0
100
200
300
400
Á
re
a
 d
o
 p
ic
o
 (
M
e
ti
lg
lio
x
a
l)
 /
 1
0
3
 (
m
V
.s
)
0
20
40
60
80
100
120
140
Diacetilo
2,3-Pentanodiona
Metilglioxal
 
Figura 9.6: Gráfico representativo da variação das áreas dos picos dos compostos -dicarbonílicos em função da 
percentagem de propanol adicionada. O tempo de extração foi de 10 min, a 55 ºC, com o módulo extrator mergulhado, 
usando as membranas hidrofóbicas de PTFE e usando 500 L solução 0,01% de OFDA em tampão fosfato 0,1 mol.L
-1
 pH 
7 na solução de recolha. 
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Figura 9.7: Representação gráfica da variação das áreas dos picos do metilglioxal (extrações com as membranas 
hidrofóbicas de PTFE e membranas superhidrofóbicas GVSP) em função da percentagem de propanol adicionada. O 
tempo de extração foi de 10 min, a 55 ºC, com o módulo extrator mergulhado e usando 500 L solução 0,01% de OFDA 
em tampão fosfato 0,1 mol.L
-1
 pH 7 na solução de recolha. 
 
 Os resultados obtidos na extração do metilglioxal (Figura 9.7) mostram que com as 
membranas superhidrofóbicas a eficiência da extração é melhorada e o problema da passagem de 
amostra e propanol para a solução de recolha é resolvido. Em vez de se verificar o brusco 
aumento do sinal analítico (visível a 30 e 40% de propanol), confirma-se pela estabilização do sinal 
que as membranas superhidrofóbicas são mais resistentes e não são permeáveis às misturas mais 
ricas em propanol.  
 
9.2.2. Influência da temperatura de extração 
Como foi explicado anteriormente, a temperatura de extração é um parâmetro com grande 
influência neste tipo de extração. Com o intuito de avaliar o efeito deste parâmetro na extração 
dos compostos -dicarbonílicos, prepararam-se soluções padrão destes compostos de 9,36 mg.L-1 
(metilglioxal), 9,60 mg.L-1 (diacetilo) e de 9,46 mg.L-1 (2,3-pentanodiona). Testaram-se valores 
diferentes de temperatura: 25, 35, 45, 55 e 65 ºC, o tempo de extração foi de 10 minutos e o 
procedimento foi realizado em triplicado. As membranas usadas neste estudo foram as 
membranas superhidrofóbicas da Millipore. Na Figura 9.8 estão representados os resultados 
obtidos. 
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Figura 9.8: Gráfico que representa a variação das áreas dos picos dos compostos -dicarbonílicos em função da 
temperatura de extração. O tempo de extração foi de 10 minutos, as temperaturas testadas foram 25, 35, 45, 55, 65 ºC 
e 500 L solução 0,01% de OFDA em tampão fosfato 0,1 mol.L
-1
 pH 7 foi usado como solução de recolha. 
 
Este parâmetro foi estudado anteriormente para o diacetilo e a 2,3-pentanodiona, no entanto, 
como se alteraram as membranas, decidiu-se repetir o estudo para estes compostos. Os 
resultados demonstraram que a extração do diacetilo e da 2,3-pentanodiona é proporcional ao 
aumento da temperatura, resultados semelhantes aos anteriores. Relativamente ao metilglioxal 
verifica-se um aumento exponencial com o aumento da temperatura. 
 
9.2.3. Influência do tempo de extração 
O tempo de extração também foi estudado visto estar diretamente relacionado com a 
extensão da extração dos compostos, ou seja, com a sensibilidade do processo. A solução padrão 
usada para estudar este parâmetro foi a mesma utilizada anteriormente nos ensaios da 
temperatura de extração, em função dos resultados obtidos optou-se por usar uma temperatura 
de extração de 55 ºC. O módulo extrator é mergulhado na amostra em agitação, as membranas 
usadas foram as membranas superhidrofóbicas. Os tempos de extração testados foram: 10, 20, 
30, 40 e 50 minutos. 
O gráfico da Figura 9.9 mostra que o sinal analítico dos três compostos aumenta quase 
linearmente para tempos de extração superiores, resultados semelhantes aos observados no 
estudo das dicetonas vicinais. 
 
 
 
37 
 
Tempo de extração / minutos
10 20 30 40 50
Á
re
a
 d
o
 p
ic
o
 /
 1
0
3
 (
m
V
.s
)
0
200
400
600
800
1000
1200
1400
1600
Metilglioxal
Diacetilo
2,3-Pentanodiona
 
Figura 9.9: Gráfico representativo da variação das áreas dos picos dos compostos -dicarbonílicos em função do tempo 
de extração. A temperatura de extração foi de 55 ºC, os tempos de extração estudados foram 10, 20, 30, 40, 50 minutos 
e 500 L solução 0,01% de OFDA em tampão fosfato 0,1 mol.L
-1
 pH 7 foi usado como solução de recolha. 
 
 
9.3. Quantificação dos compostos -dicarbonílicos em bebidas e produtos alimentares 
pelo método da adição de padrão 
Finalizados os estudos e a otimização de dois dos parâmetros que influenciam o processo de 
extração, tempo e temperatura de extração, procedeu-se à quantificação do metilglioxal, do 
diacetilo e da 2,3-pentanodiona em bebidas alcoólicas e outros produtos alimentares.  
A extração destes compostos foi conseguida usando o módulo extrator mergulhado, a 55 ºC, 
durante 10 minutos, as membranas utilizadas foram as membranas superhidrofóbicas, com 
agitação da amostra e utilizando 500 L de OFDA como solução de recolha, cada amostra foi 
analisada em triplicado. Efetuou-se numa fase inicial extrações teste em variadas amostras e 
procedeu-se à análise cromatográfica dos extratos. Das amostras testadas o vinho do Porto tinto 
envelhecido, o vinho do Porto branco, o vinho do Porto tinto, o molho de soja, o chá preto e o 
cacau foram quantificadas usando o método da adição de padrão.  
Realizou-se um teste de comparação de declives das curvas de calibração com os da adição de 
padrão e verificou-se que eram muito diferentes. Optou-se, portanto, pelo método da adição de 
padrão para a quantificação dos compostos. Os resultados obtidos estão representados na Tabela 
9.1. 
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Tabela 9.1: Aplicação da microextração por difusão gasosa para quantificação de metilglioxal, diacetilo e 2,3-
pentanodiona em amostras alimentares por HPLC-UV. 
 
METILGLIOXAL 
Amostras Equação da reta 
Coeficiente de 
determinação (R2) 
Concentração final 
(mg.L-1) 
Vinho do Porto envelhecido y = 3649.6 x + 6782.8 0.9987 1.7 ± 0.1 
Vinho do Porto branco y = 6206.3 x + 1515.8 0.9998 0.24 ± 0.01 
Vinho do Porto tinto y = 2345 x + 2112.2 0.9970 0.90 ± 0.05 
Molho de soja y = 2732.8 x + 1612.3 0.9940 0.6 ± 0.1 
Chá preto y = 3622.9 x + 909.68 0.9996 0.25 ± 0.02 
    
DIACETILO 
Amostras Equação da reta 
Coeficiente de 
determinação (R2) 
Concentração final 
(mg.L-1) 
Vinho do Porto envelhecido y = 54360 x + 34682 0.9939 0.6 ± 0.1 
Vinho do Porto branco y = 39726 x + 47697 0.9953 1.2 ± 0.1 
Vinho do Porto tinto y = 40729 x + 75474 0.9983 1.9 ± 0.1 
Molho de soja y = 59872 x + 6174.2 0.9953 0.10 ± 0.02 
Cacau y = 4730.34 x + 2906.14 0.9530 0.6 ± 0.2 
    
2,3-PENTANODIONA 
Amostras Equação da reta 
Coeficiente de 
determinação (R2) 
Concentração final 
(mg.L-1) 
Vinho do Porto envelhecido y = 33291 x + 2015.5 0.9743 0.06 ± 0.04 
Vinho do Porto branco y = 35360 x + 4035.1 0.9954 0.11 ± 0.01 
Vinho do Porto tinto y = 37425 x + 5456.8 0.9964 0.15 ± 0.02 
Molho de soja y = 39252 x + 941.44 0.9989 0.02 ± 0.01 
Cacau y = 16911.62 x + 1315.92 0.9926 0.08 ± 0.01 
 
Os resultados obtidos mostram que é possível aplicar o método de microextração por difusão 
gasosa na quantificação de compostos -dicarbonílicos em diferentes vinhos e outros produtos 
alimentares. A concentração de metilglioxal das amostras analisadas varia entre 0,24 e 1,7 mg.L-1, 
de diacetilo varia de 0,10 a 1,9 mg.L-1 e por fim a 2,3-pentanodiona varia entre 0,02 e 0,15 mg.L-1. 
É possível verificar que o vinho do Porto envelhecido apresenta uma elevada concentração de 
metilglioxal quando comparado com os vinhos do Porto “novos” e o oposto se verifica para o 
diacetilo, apresentando-se em concentrações elevadas em vinhos do Porto “novos”. A tendência 
que se verifica para o metilglioxal dá a entender que este composto se forma com o 
envelhecimento dos vinhos do Porto, no entanto são necessários ensaios complementares para 
comprovar esta tendência. 
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10. Estudo da influência do teor de álcool no processo de microextração por 
difusão gasosa de aldeídos 
10.1. Análise cromatográfica de aldeídos após derivatização com a 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) 
Para a determinação de aldeídos, realizou-se a sua derivatização com a 2,4-
dinitrofenilhidrazina. O DNPH reage com os aldeídos dando origem às correspondentes 2,4-
dinitrofenilhidrazonas podendo estas ser separadas e quantificadas por HPLC-UV. 
A separação cromatográfica das 2,4-dinitrofenilhidrazonas é feita nas seguintes condições: 
fluxo de 0,8 mL.min-1; gradiente de uma fase móvel composta por acetonitrilo e tampão acetato 
0,02 mol.dm-3 pH 4; comprimento de onda, usado na deteção das 2,4-dinitrofenilhidrazonas, 360 
nm. O gradiente da fase móvel encontra-se descrito na Tabela 10.1, iniciando-se com 60% de 
acetonitrilo aumentando-se linearmente para 100% de acetonitrilo em 20 minutos e depois 
diminuiu-se linearmente para 40% de acetonitrilo em 5 minutos. 
 
Tabela 10.1: Variação da composição da fase móvel usado ao longo da separação das 2,4-dinitrofenilhidrazonas 
(gradiente). 
Fase móvel Acetonitrilo (%) 
Tampão acetato 0,02 
mol.dm
-3
 pH 4 (%) 
0,5 min 60 40 
20,0 min 100 0 
25,0 min 40 60 
 
Na Figura 10.1 está representado um cromatograma típico obtido na extração dos aldeídos 
com o módulo extrator mergulhado, em que a extração foi realizada usando uma solução modelo 
mistura contendo 10 mg.L-1 de cada aldeído, as membranas utilizadas foram as membranas 
superhidrofóbicas GVSP, o tempo de extração foi de 10 minutos, a temperatura de extração foi de 
55 ºC e a usou-se 500 L de solução de DNPH como solução de recolha. 
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Figura 10.1: Representação gráfica de um cromatograma obtido na extração de aldeídos quando o módulo extrator é 
mergulhado na solução. O tempo de extração foi de 10 minutos, a 55 ºC e usou-se 500 L de solução de DNPH como 
solução de recolha. 
 
10.2. Influência da posição do módulo extrator - mergulhado e em headspace - na 
extração dos compostos 
A extração dos compostos, como foi visto anteriormente no estudo das dicetonas vicinais, é 
afetada pela posição do módulo extrator. Fez-se um estudo semelhante com o objetivo de avaliar 
a influência do módulo mergulhado na solução ou em headspace na extração dos diversos 
aldeídos estudados. 
Este estudo foi efetuado usando uma solução modelo mistura contendo 10 mg.L-1 de cada 
aldeído que foi preparada a partir da solução mistura de 500 mg.L-1. As membranas utilizadas 
foram as membranas superhidrofóbicas GVSP, o tempo de extração foi de 10 minutos, a 
temperatura de extração foi de 55 ºC e a usou-se 500 L de solução de DNPH como solução de 
recolha. As extrações foram realizadas com o módulo mergulhado e em headspace e os 
resultados obtidos estão representados na Figura 10.2. 
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Figura 10.2: Representação gráfica da variação das áreas dos picos dos aldeídos quando o módulo extrator é 
mergulhado na solução e quando está em headspace. O tempo de extração foi de 10 minutos, a 55 ºC e usou-se 500 L 
de solução de DNPH como solução de recolha. 
 
Os resultados obtidos mostram que para os compostos mais polares - acetoína, formaldeído, 
acetaldeído e furfural – a extração com o módulo mergulhado é mais eficiente do que em 
headspace. Para compostos maiores, os restantes aldeídos, a extração em headspace é mais 
eficiente. Verifica-se que, como foi visto no estudo do diacetilo e da 2,3-pentanodiona, quando se 
trata de compostos com cadeia mais longa a extração em headspace conjugada com 
temperaturas elevadas favorece fortemente a extração dos compostos. 
A principal razão dos compostos mais pequenos serem mais facilmente extraídos em módulo 
mergulhado deve-se ao fato de este tipo de compostos serem facilmente solvatados pela água, 
assim sendo, as forças de solvatação entre os compostos e as moléculas de água são muito fortes 
deste modo as moléculas não vão poder volatilizar-se tão facilmente. Logo, a difusão gasosa 
quando localizada aos poros da membrana é mais eficiente. 
 
10.3. Influência das membranas seletivas na extração dos compostos 
Como foi visto anteriormente, o tipo de membrana seletiva utilizada afetou a extração dos 
compostos -dicarbonílicos. De modo a avaliar se a extração dos aldeídos seria afetada pelo tipo 
de membranas fez-se um estudo comparativo do processo de extração usando as membranas 
hidrofóbicas de PTFE e as membranas superhidrofóbicas GVSP. 
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Este estudo foi realizado usando uma solução padrão de 10 mg.L-1 contendo mistura dos 
aldeídos em estudo, a 55 ºC durante 10 minutos, usando 500 L de solução de DNPH como 
solução de recolha e com o módulo extrator mergulhado e em headspace. Os resultados obtidos 
com o módulo extrator mergulhado estão representados na Figura 10.3 e os resultados obtidos 
com o módulo em headspace estão representados na Figura 10.4. 
 
 
Figura 10.3: Representação gráfica da variação das áreas dos picos dos aldeídos usando as membranas hidrofóbicas de 
PTFE e as membranas superhidrofóbicas GVSP quando o módulo extrator é mergulhado na solução. O tempo de 
extração foi de 10 minutos, a 55 ºC e usou-se 500 L de solução de DNPH como solução de recolha. 
 
Verifica-se que com o módulo extrator mergulhado, com exceção do butanal e do nonanal, as 
membranas superhidrofóbicas produzem melhores resultados. O mesmo se verifica em 
headspace à exceção do trans-2-decenal.  
Os resultados mostram que a extração dos aldeídos é influenciada pelo tipo de membranas 
utilizadas. De fato, as membranas superhidrofóbicas para além de resistirem melhor à utilização 
de solventes orgânicos, resolvendo o problema da passagem direta de amostra para a solução de 
recolha através da membrana, produzem melhores resultados para a maioria dos aldeídos. 
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Figura 10.4: Representação gráfica da variação das áreas dos picos dos aldeídos usando as membranas hidrofóbicas de 
PTFE e as membranas superhidrofóbicas GVSP quando o módulo extrator está em headspace. O tempo de extração foi 
de 10 minutos, a 55 ºC e usou-se 500 L de solução de DNPH como solução de recolha. 
 
10.4. Influência do teor de álcool na extração dos compostos 
O estudo da influência de diferentes álcoois na extração de aldeídos foi realizado a partir de 
uma solução mistura de 10 mg.L-1 contendo todos os aldeídos, a uma temperatura de 55 ºC, 
durante 10 minutos, com agitação da amostra, usando 500 L de solução de DNPH como solução 
de recolha e com as membranas superhidrofóbicas. As extrações foram realizadas com o módulo 
mergulhado e em headspace. Os álcoois estudados foram o metanol, o etanol e o 1-propanol em 
soluções modelo com diferentes percentagens de álcool adicionado. O mesmo estudo foi 
efetuado com as membranas hidrofóbicas de PTFE para os três álcoois. No entanto, só se 
apresentam os resultados obtidos com as membranas superhidrofóbicas para a influência do 
metanol, etanol e 1-propanol por serem os resultados que melhor evidenciam a influência do teor 
alcoólico na extração dos compostos voláteis e semi-voláteis. 
 
10.4.1. Influência do metanol na extração dos compostos 
Para o estudo da influência do metanol na extração dos aldeídos utilizaram-se as condições 
experimentais descritas anteriormente. Adições sucessivas de metanol (0, 5, 10, 15, 20, 30, 40 % - 
v/v) foram efetuadas no estudo do processo de extração em headspace e com o módulo 
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mergulhado. Os resultados obtidos para alguns compostos estão representados nos gráficos da 
Figura 10.5. 
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Figura 10.5: Representação gráfica da variação das áreas dos picos do formaldeído, acetaldeído, acroleína, butanal e 
nonenal em função da percentagem de metanol adicionada. O tempo de extração foi de 10 minutos, a 55 ºC, com o 
módulo extrator mergulhado e em headspace, usando as membranas superhidrofóbicas e 500 L de solução de DNPH 
como solução de recolha. 
 
Os resultados obtidos mostram que o composto mais afetado pelas adições sucessivas de 
metanol é o formaldeído. Até 20% de metanol a extração do formaldeído é fortemente favorecida 
e para valores superiores de metanol torna-se desfavorável, isto acontece quando o módulo 
extrator está mergulhado na solução dadora. Em headspace não se verificam alterações. Verifica-
se que a extração do acetaldeído é ligeiramente desfavorecida pelas adições de metanol tanto 
com o módulo mergulhado como em headspace. O mesmo comportamento observa-se para o 
furfural e para a acetoína, no entanto este último composto só foi possível detetar com o módulo 
extrator mergulhado (resultados não apresentados). A acroleína não é afetada pelas adições de 
álcool. 
Na extração do butanal e do nonanal observa-se um comportamento semelhante. Verificando-
se que utilizando o módulo mergulhado, adições até 20% de metanol não tem efeito na extração 
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dos compostos, tornando-se favorável o processo de extração para percentagens superiores. Em 
headspace as adições de metanol prejudicam o processo. Os restantes aldeídos – propanal, trans-
2-hexenal, trans-2-heptenal, trans-2-octenal e trans-2-decenal - seguem um comportamento 
semelhante ao do trans-2-nonenal, não se verificando melhorias no processo nem com o módulo 
mergulhado nem em headspace. 
 
10.4.2. Influência do etanol na extração dos compostos 
Adições sucessivas de etanol (0, 5, 10, 15, 20, 30, 40 % - v/v) foram efetuadas no estudo do 
processo de extração em headspace e com o módulo mergulhado. As restantes condições 
experimentais foram descritas anteriormente. Apresentam-se na Figura 10.6 as representações 
gráficas obtidas para o formaldeído, acroleína, butanal e trans-2-octenal. 
Os resultados mostram que, como no estudo do metanol, o formaldeído é o composto que é 
mais afetado positivamente pela adição de etanol. Verifica-se que o sinal analítico aumenta para 
o dobro quando a extração é realizada com o módulo mergulhado, não se verificando alterações 
quando a mesma é feita em headspace. Compostos como a acroleína e o furfural, deste segundo 
não se apresentaram os resultados, não sofrem variações significativas com a adição de etanol.  
A extração do acetaldeído e da acetoína é desfavorecida pela adição de etanol, o acetaldeído 
tanto com o módulo mergulhado como em headspace e a acetoína só com o módulo mergulhado, 
visto que, não foi possível extrair este composto com o módulo extrator em headspace. 
A extração do butanal é favorecida com o módulo em headspace até 10% de etanol e para 
percentagens superiores de álcool verifica-se uma diminuição do sinal analítico. Quando a 
extração é realizada com o módulo mergulhado, verifica-se que até 15% de etanol o sinal analítico 
mantém-se praticamente constante, aumentando linearmente para adições de álcool superiores. 
O propanal e o nonanal têm um comportamento muito semelhante ao do butanal (resultados não 
apresentados). 
A extração do trans-2-octenal é prejudicada pela adição de etanol com o módulo mergulhado 
e fortemente desfavorecida em headspace. Os restantes compostos insaturados estudados – 
trans-2-hexenal, trans-2-heptenal, trans-2-nonenal e trans-2-decenal – apresentam resultados 
semelhantes aos do trans-2-octenal, sendo a única diferença uma ligeira melhoria da eficiência do 
processo de extração; verificando-se um aumento do sinal analítico, quando o processo é feito em 
headspace, até 10 – 15% de etanol seguida de uma ligeira diminuição do sinal para percentagens 
de álcool superiores. Os resultados para estes compostos não são apresentados. 
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Figura 10.6: Representação gráfica da variação das áreas dos picos do formaldeído, acroleína, butanal e trans-2-octenal 
em função da percentagem de etanol adicionada. O tempo de extração foi de 10 minutos, a 55 ºC, com o módulo 
extrator mergulhado e em headspace, usando as membranas superhidrofóbicas e 500 L de solução de DNPH como 
solução de recolha. 
 
10.4.3. Influência do 1-propanol na extração dos compostos 
Os parâmetros usados no estudo da influência do 1-propanol na extração de aldeídos foram 
descritos anteriormente. Adições sucessivas de 1-propanol (0, 5, 10, 15, 20, 30, 40 % - v/v) foram 
efetuadas no estudo do processo de extração em headspace e com o módulo mergulhado. Os 
resultados obtidos estão representados na Figura 10.7. 
Os resultados mostram que a extração do formaldeído é fortemente favorecida pela adição de 
propanol até 20% quando a extração é feita com o módulo mergulhado, as adições de 1-propanol 
em headspace não afetam a extração deste composto. Verifica-se que a extração do acetaldeído 
não é afetada pelas adições de álcool. A extração do furfural é ligeiramente favorecida 
adicionando-se 1-propanol à solução com o módulo extrator mergulhado, no entanto em 
headspace as adições de álcool prejudicam a extração.  
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Figura 10.7: Representação gráfica da variação das áreas dos picos do formaldeído, acetaldeído, propanal e furfural, em 
função da percentagem de propanol adicionada. O tempo de extração foi de 10 minutos, a 55 ºC, com o módulo 
extrator mergulhado e em headspace, usando as membranas superhidrofóbicas e 500 L de solução de DNPH como 
solução de recolha. 
 
Para os restantes aldeídos - butanal, trans-2-hexenal, trans-2-heptenal, trans-2-octenal, trans-
2-nonenal, nonanal e trans-2-decenal – os resultados são semelhantes aos do propanal e optou-
se por não apresentar os respetivos gráficos. A adição de 1-propanol para os compostos com uma 
cadeia carbonada maior é vantajosa para as extrações com o módulo mergulhado até 20% e em 
headspace ligeiramente favorável até 15% mas tornando-se menos favorável para percentagens 
superiores. 
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11. Conclusões  
O módulo de microextração por difusão gasosa é um sistema inovador para a extração de 
compostos voláteis e semi-voláteis. É um sistema simples, rápido, versátil, de baixo custo, 
reprodutível e com boa precisão. Tem uma vasta aplicabilidade e pode ser facilmente adaptado 
aos analitos. Os compostos voláteis e semi-voláteis estudados foram diversos compostos 
carbonílicos: dicetonas vicinais (diacetilo, 2,3-pentanodiona e 2,3-hexanodiona), o metilglioxal e 
variados aldeídos (acetoína, formaldeído, acetaldeído, furfural, 2-propenal, propanal, butanal, 
trans-2-hexenal, trans-2-heptenal, 2-octenal, trans-2-nonenal, nonanal e trans-2-decenal). A sua 
escolha ficou a dever-se à sua ocorrência em diversos produtos alimentares e bebidas alcoólicas. 
Neste trabalho pretendeu-se estudar e avaliar a influência do teor de álcool (etanol e outros 
álcoois) na extração de compostos voláteis e semi-voláteis, utilizando a microextração por difusão 
gasosa. Como o processo de extração depende de vários fatores experimentais tais como, a 
temperatura de extração, o tempo de extração, a agitação da solução a extrair e da solução de 
recolha, a força iónica, o teor de álcool, a presença de um agente derivatizante na solução de 
recolha e as membranas seletivas utilizadas, foi necessário um estudo detalhado de cada um dos 
parâmetros para uma melhor compreensão e caracterização do processo. 
Um fator muito importante é o tempo de extração. Verificou-se que para o diacetilo, 2,3-
pentanodiona, 2,3-hexanodiona e metilglioxal para tempos de extração crescentes uma maior 
quantidade de compostos é extraída (variação quase linear). O tempo de extração escolhido para 
os ensaios ao longo do trabalho foi 10 minutos. Relativamente à temperatura de extração, na 
extração das dicetonas vicinais observou-se um aumento praticamente linear da extração dos 
compostos com o aumento da temperatura, e na extração do metilglioxal um aumento 
exponencial. 
Concluiu-se que a agitação da amostra era um parâmetro experimental importante. A 
convecção induz a quebra a camada de difusão facilitando a chegada das moléculas à superfície 
da membrana seletiva. Por outro lado, a agitação da solução de recolha não teve praticamente 
influência sobre a eficiência da extração.  
Relativamente à presença de agente derivatizante na solução de recolha, os resultados obtidos 
demonstraram que tem um efeito positivo na extração acelerando a transferência dos analitos da 
amostra para a solução de recolha, para além de permitir a extração e a reação de derivatização 
num único passo. 
Os resultados mostram que o tipo de membranas utilizadas é importante para o processo e 
que estas podem ser facilmente trocadas, sem se perder reprodutibilidade. As membranas 
hidrofóbicas de PTFE foram usadas em grande parte do trabalho no entanto quando se utilizavam 
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composições contendo maiores percentagens de solventes orgânicos estas membranas não eram 
adequadas porque se tornavam permeáveis. Optou-se por utilizar umas membranas mais 
resistentes à passagem de solventes orgânicos; as membranas superhidrofóbicas. Estas 
membranas resolveram o problema da permeabilidade e produziram melhores resultados para a 
maioria dos compostos estudados. 
Concluiu-se que a presença de álcoois na amostra afeta a extração dos compostos. É possível 
que a presença de álcool ao alterar a solubilidade e a volatilização dos compostos em solução 
aquosa, seja a principal causa para as alterações observadas no processo de extração. Quanto à 
influência do etanol na extração das dicetonas vicinais, pôde-se concluir que a extração é 
favorecida na presença de até 10% (v/v) de álcool. Dos álcoois estudados o 1-propanol é o que 
têm maior influência na extração dos compostos especialmente para compostos mais polares 
como o metilglioxal e o formaldeído. Verificou-se também que para além das extrações com o 
módulo mergulhado o GDME permite realizar extrações com o módulo em headspace. 
Concluindo-se que as extrações em headspace são preferíveis quando se pretende estudar 
compostos com cadeias carbonadas mais longas e quando combinado com temperaturas 
elevadas (55 ºC). 
Após terem sido estudados todos os parâmetros que influenciam o processo de extração por 
difusão gasosa, foi possível a aplicação da metodologia para a quantificação de compostos em 
bebidas alcoólicas e em produtos alimentares pelo método da adição de padrão. O diacetilo foi 
quantificado em amostras de vinho tinto e de cachaça. O metilglioxal, o diacetilo e a 2,3-
pentanodiona foram quantificados em três tipos de vinho do Porto, em molho de soja, em chá 
preto e em cacau.  A concentração de metilglioxal das amostras analisadas varia entre 0,25 e 1,7 
mg.L-1, de diacetilo varia de 0,10 a 1,9 mg.L-1 e por fim a 2,3-pentanodiona varia entre 0,02 e 0,15 
mg.L-1. 
Foi possível concluir que o módulo de microextração por difusão gasosa têm inúmeras 
aplicações e que todo o processo pode ser otimizado consoante os compostos que se pretendem 
estudar e para o tipo de amostras; ou seja, trata-se de um dispositivo que apresenta grande 
versatilidade de utilização. 
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12. Propostas de trabalho futuro 
- O vinho do Porto envelhecido apresentou uma concentração de metilglioxal superior 
(quase o dobro) relativamente ao vinho do Porto “novo”; no futuro seria interessante 
estudar a formação do metilglioxal ao longo do tempo e a sua relação com o 
envelhecimento das bebidas;  
- Estudar a influência do teor alcoólico em amostras reais de bebidas alcoólicas, visto que, 
estes estudos só foram efetuados em soluções modelo; 
- Otimizar as condições experimentais para o estudo de aldeídos e utilizar a metodologia 
para quantificar aldeídos em amostras de bebidas alcoólicas e de outros produtos 
alimentares; 
- O GDME tem vindo a ser utilizado para a extração de compostos de amostras líquidas e 
como foi comprovado neste trabalho o sistema de extração funciona bem em headspace. 
Deste modo propõe-se a análise de amostras de natureza sólida por headspace.  
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